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研究成果の概要（和文）：糸状菌の菌糸の生長速度が一定ではなく、早い遅いを繰り返していることが判明し
た。細胞内カルシウムイオン濃度の変化を蛍光によりライブイメージングすることに成功し、周期的なパルスを
発見した。カルシウムイオンチャンネルがそのパルスに必要であることから、細胞外からのカルシウムイオンの
一時的な流入が起きることが示された。そして、菌糸先端のアクチンの重合、エキソサイトーシス、カルシウム
の流入が周期的に起きること、それらが同調していることが示され、論文として公表した (Takeshita et al 
PNAS 2017)。
研究成果の概要（英文）：Many eukaryotic cells grow by extending their cell periphery in pulses. The 
molecular mechanisms underlying this process are not yet fully understood. Here we present the first
 comprehensive model of stepwise cell extension by using the unique tip growth system of filamentous
 fungi. Live-cell imaging analysis, including super-resolution microscopy, revealed that the fungus 
Aspergillus nidulans extends the hyphal tip in an oscillatory manner. The amount of F-actin and 
secretory vesicles (SV) accumulating at the hyphal tip oscillated with a positive temporal 
correlation, while vesicle amounts were negatively correlated to the growth rate. The intracellular 
Ca2+ level also pulsed with a positive temporal correlation to the amount of F-actin and SV at the 
hyphal tip. The data indicate a model in which transient Ca2+ pluses cause depolymerization of 
F-actin at the cortex and promote SV fusion with the plasma membrane, thereby extending the cell 
tip. 
研究分野：応用微生物学
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１．研究開始当初の背景 
 糸状菌は、常に極性を菌糸の先端に維持す
ることで先端生長を行うことから、細胞極性
と形態形成との関わりを解析するための適
したモデルである。一方で、動植物や農作物
への病原性を示すものを含み、その高い酵素
分泌能から醸造・発酵、抗生物質・有用酵素
生産などの産業分野でも重要である。糸状菌
の病原性と高い分泌能は菌糸状の形態と密
接に関連していることから、先端生長の分子
機構の解明を目指した本研究は、医薬･農薬
開発上また産業上への応用にも大きく貢献
する先駆的なものである。 
 本研究では、古くから遺伝学の研究対象と
され、分子生物学的手法が整備された糸状菌
のモデル生物である Aspergillus nidulans
（真菌、多核多細胞生物）を用いて、極性生
長の分子機構を解明する。先端生長のために
必要な膜脂質やタンパク質は、菌糸先端への
分泌小胞の輸送とエキソサイトーシスによ
って、菌糸先端の形質膜に供給される。膜輸
送には、微小管とアクチン細胞骨格、そして
それらに対応したモータータンパク質が、中
心的な役割を担っている。微小管は、その配
置から菌糸後方から先端に向かう長距離の
膜輸送に利用され、対照的にアクチンケーブ
ルは菌糸先端の形質膜近傍にのみ局在し、菌
糸先端でのエキソサイトーシス（分泌小胞と
形質膜との融合）に関わると考えられている。
アクチン重合阻害剤やミオシンモーターの
解析から、アクチンケーブルが先端生長に必
須であることが示されているが、アクチンケ
ーブルの可視化は長年困難であった。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、これまで明かされてこなかっ
た極性生長におけるアクチンケーブルの真
の役割を解明し、極性生長の全体像を明らか
とすることを目的とした。 
 1）極性決定因子とアクチンケーブルの局
在性の相関：菌糸の幅は約 2 mであるのに
対し、極性マーカーは菌糸先端の形質膜上の
約 120 nmの部位に集中して局在することが
示されている。その極性部位に局在する極性
マーカーが、アクチンケーブルの重合を行う
SepA をそこに局在させることは示されてい
るが、実際に極性部位からアクチンケーブル
が伸長しているかどうかは不明である。緑・
赤の蛍光タンパク質の組み合わせで、局在の
関連を解明する。 
 2）分泌小胞輸送におけるアクチンケーブ
ルの機能：極性マーカーが集合する極性部位
に、分泌小胞も蓄積することが示されている。
実際に分泌小胞がアクチンケーブルに沿っ
て輸送されるかどうか、蛍光顕微鏡を用いて
解明する。 
 3）微小管とアクチンケーブルの相互依存
性： 微小管は、菌糸先端に向かって重合・
伸長し、先端の形質膜に到達後、脱重合によ
り収縮する。重合・脱重合を繰り返すことで、
菌糸先端に分泌小胞や極性マーカーを輸送
する。アクチンケーブルも重合と脱重合を繰
り返しているようであるが、微小管との関わ
りは明らかになっていない。アクチンケーブ
ルと微小管が相互作用するか、それぞれの重
合・脱重合が関連して制御されているかを解
明し、それらの分子機構を検討する。 
 
３．研究の方法 
 これまでに、糸状菌の極性生長の機構を解
析してきた。本研究では、極性生長に必須で
ありながら解析が困難であったアクチンケ
ーブルの役割を明らかにし、極性生長の全体
像の理解につなげる。極性マーカー(TeaA)、
エキソサイトーシス、微小管との関わりを検
討するため、以下のことを明らかにする。1）
極性決定因子が局在する部位からアクチン
ケーブルが形成されるか。2）アクチンケー
ブルに沿って分泌小胞が輸送されるか。3）
アクチンケーブルと微小管が相互作用する
か、相互依存性があるか。アクチンケーブル
と比較対象が、緑または赤色蛍光タンパク質
で標識された株を作製し、スピニングディス
ク型共焦点顕微鏡による高速分解能ライブ
イメージングと、様々な画像解析技術を組み
合わせて、解析方法を確立しながら研究を遂
行する。 
 
４．研究成果 
 糸状菌A. nidulansにおいてアクチンケー
ブルを可視化するため、GFP付加したトロポ
マイオシン(TpmA)またはアクチン結合タン
パク質由来の 17アミノ酸である Lifeactを
発現する株を作成した。それぞれの表現型
を解析し、菌糸先端におけるアクチンケー
ブルの挙動(長さ、重合速度、脱重合速度、
重合頻度)を糸状菌で初めて定量化すること
に成功した。その結果、GFP- TpmAが正常なア
クチンケーブルを可視化していること、
GFP-Lifeactが発現量に依存してアクチンケ
ーブルを安定化することが示された。GFPと
mCherryの組み合わせで、超解像顕微鏡を含
む蛍光顕微鏡により解析し、アクチンケー
ブルと微小管の相互作用を明らかにした。
高速スピニングディスク型共焦点顕微鏡を
用いて、それぞれの重合と脱重合が協 調 的
に制御されている機構を明らかにした。これ
らの結果をまとめ corresponding authorと
し て 論 文 を 作 成 し 、 Frontiers in 
Microbiologyに受理された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 また、糸状菌の菌糸の生長速度が一定では
なく、早い遅いを繰り返していることが判
明した。細胞内カルシウムイオン濃度の変
化を蛍光によりライブイメージングするこ
とに成功し、周期的なパルスを発見した。
カルシウムイオンチャンネルがそのパルス
に必要であることから、細胞外からのカル
シウムイオンの一時的な流入が 起きること
が示された。そして、菌糸先端のアクチンの
重合、エキソサイトーシス、カルシウムの流
入が周期的に起きること、それらが同調し
ていることが示され、論文として公表した 
(Takeshita et al PNAS 2017)。さらに、超解
像イメージング技術により、これまで検出
できなかった高速・長距離移動の分泌小胞の
輸送を発見した (Zhou et al Sci Adv 2018)。 
 これらの研究は、糸状菌の菌糸先端生長
がどのようにしてなされるかという、基礎
研究のみならず応用研究にも重要な影響を
与える疑問に対する明確な回答を与 えるも
のである。そして、超解像顕微鏡を含む最
先端イメージング技術を、初めて糸状菌に
応用したものであるため、独創性と先駆性
が大きい。また、動物の神 経細胞や植物の花
粉管などを含む細胞一般の極性生長の理解
に貢献し、 再生医療を視野に入れた細胞・
組織工学にも応用可能であることから、生物
学への貢献 と波及効果は重大である。加え
て、糸状菌が関わる醸造・発酵、有用酵素
生産、動植物への病原性など、医薬・農薬開
発上また産業上への応用にも大きく貢献す 
る可能性を秘めた根元的な研究である。 
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